









































































svolto	 il	 tirocinio,	 si	 sono	 seguite	 due	procedure	differenti:	 la	 prima	 che	utilizza	 la	N‐
clorosuccinimide,	 la	seconda	che	utilizza,	 invece,	una	soluzione	di	 ipoclorito.	Entrambe	
hanno	 portato	 a	 delle	 buone	 rese	 anche	 se	 la	 seconda	 procedura	 è	 risultata	 essere	 la	
migliore,	 soprattutto	 per	 quanto	 riguarda	 il	 tempo	 di	 reazione.	 Successivamente	 i	
tioidrossimati	sono	stati	sottoposti	a	processi	di	solfatazione‐eliminazione,	eliminazione‐
acidificazione	 al	 fine	 di	 ottenere	 i	 corrispondenti	 isotiocianati	 e	 acidi	 tioidrossamici.	
Poiché	 questi	 due	 processi	 si	 sono	 rivelati	 poco	 efficienti,	 si	 è	 cercato	 di	 migliorarli	






once	converted	 into	 the	corresponding	oximes,	were	reacted	with	 the	methyl	N‐acetyl	


































































I	 Glucosinolati	 (GLs)	 sono	 dei	 metaboliti	 tiosaccaridici	 secondari1	 che	 si	 trovano	
principalmente	in	tutte	quelle	famiglie	di	piante	appartenenti	all’ordine	delle	Brassicales.	
Le	 famiglie	 più	 importanti	 sono	 le	 Brassicaceae,	 le	 Caricaceae,	 le	 Euphorbiaceae,	 le	
Moringaceae,	 le	 Phytolaccaceae,	 le	 Resedaceae	 e	 le	 Tropeaolaceae.	 Nel	 2001	 si	 sono	


































La	 prima	 struttura	 generale,	 incorretta,	 di	 questi	 composti	 fu	 proposta	 alla	 fine	 del	
diciannovesimo	 secolo	 da	 Gadamer	 (1897)	 e	 prevedeva	 che	 la	 catena	 laterale	R	 fosse	
legata	 all’atomo	 di	 azoto	 mentre	 il	 gruppo	 solfato	 al	 carbonio	 sp2	 della	 funzione	
tioidrossimata.	 Questa	 struttura	 fu	 ritenuta	 corretta	 fino	 al	 1956,	 quando	 si	 rivelò	
incapace	di	descrivere	determinate	proprietà	della	molecola;	quindi	nel	1957	Ettlinger	e	

































Uno	 dei	 passaggi	 critici	 di	 questa	 biosintesi	 è	 la	 formazione	 del	 legame	 S‐glicosidico,	
catalizzato	dalla	S‐glucosiltransferase	(S‐UGT).	
La	Mirosinasi	 invece	 idrolizza	 tale	 legame	 causando	 la	 scissione	 del	 glucosinolato.	 Da	
questa	scissione	si	formano	composti	che	agiscono	da	difesa	naturale	della	pianta	perché	








La	 S‐glucosiltransferase	 appartiene	 alla	 famiglia	 delle	 glicosiltransferasi	 (GTs),	 enzimi	














Ogni	 famiglia	è	poi	divisa	 in	due	sottocategorie	che	si	differenziano	a	seconda	del	 loro	
meccanismo	di	formazione	del	legame	glicosidico.	Come	già	detto,	la	reazione	catalizzata	






















inversione	 di	 configurazione.	 Ha	 un	 ruolo	 fondamentale	 nella	 formazione	 dei	
glucosinolati	 perché	 permette	 la	 formazione	 del	 legame	 S‐glicosidico	 tra	 il	 carbonio	




















ingerita	 avviene	 quella	 che	 è	 chiamata	 “mustard	 oil	 bomb”,	 ossia	 l’enzima	 idrolizza	 il	
glucosinolato	in	una	varietà	di	composti	fondamentali	per	la	difesa	della	pianta	e	per	la	


















































I	 tioidrossimati	 sono	degli	ottimi	 inibitori	della	S‐glucosiltransferase	e	di	 conseguenza	
risultano	fondamentali	nello	studio	del	meccanismo	di	azione	dell’enzima.	
L’obbiettivo	del	lavoro	quindi	è	stata	la	sintesi	di	diversi	tipi	di	tioidrossimati	usati	come	









I	 tioidrossimati	 che	 si	 trovano	 in	 natura	 sono	 i	 glucosinolati	 (GLs)	 che,	 come	 detto	
precedentemente,	 si	 trovano	 nelle	 piante	 e	 presentano	 una	 unità	 ‐D‐glucopiranosile	
legata	all’atomo	di	zolfo.	
A	differenza	dei	GLs	che	sono	biosintetizzati	a	partire	dagli	amminoacidi,	i	tioidrossimati	
di	 cui	mi	 sono	occupato	 sono	 stati	 tutti	 sintetizzati	 in	 laboratorio	partendo	da	 cinque	














































































L’acetilcisteina	 3	 è	 un	 derivato	 acetilato	 dell’amminoacido	 cisteina;	 questa	 è	 stata	
sottoposta	 a	 esterificazione	 al	 fine	 di	 ottenere	 il	 metil	 N‐acetil	 cisteinato	 4	 che	
successivamente	è	stato	fatto	reagire	con	le	ossime	per	dare	i	tioidrossimati.	
L’	(L)‐N‐acetilcisteina	è	stata	solubilizzata	in	MeOH	anidro,	che	agisce	sia	da	solvente	che	































7h	 la	 miscela	 è	 raffreddata	 di	 nuovo	 a	 0°C	 utilizzando	 un	 bagno	 di	 ghiaccio	 e	 viene	
aggiunto	l’estere	4	precedentemente	sintetizzato	e	una	base,	la	NEt3,	lentamente.	Si	lascia	
in	agitazione	per	tutta	la	notte.		
Il	 giorno	 dopo	 si	 verifica	 la	 fine	 della	 reazione	 mediante	 TLC.	 Per	 confermare	 la	
formazione	del	prodotto	voluto,	si	è	proceduto	all’analisi	1H‐NMR	del	grezzo	di	reazione.	


















al	 tioidrossimato.	 Entrambe	 le	 reazioni	 per	 ottenere	 l’idrossimoil	 cloruro	 e	 il	








ricerca	 nella	 sintesi	 dei	 glucosinolati,	 è	 un	 metodo	 semplice	 e	 comodo	 basato	 sulla	















C‐nitroso.12	 La	 fase	 organica	 viene	 poi	 fatta	 gocciolare	 in	 una	 soluzione	 di	 un	 solo	
equivalente	 di	 metil	 cisteinato	 4	 in	 diclorometano	 a	 cui	 viene	 aggiunta	 per	 ultima	 e	
lentamente	 la	 trietilammina,	 così	 da	 permettere	 la	 formazione	 dell’ossido	 di	 nitrile.	 Il	
tutto	 è	 poi	 lasciato	 in	 agitazione	 per	 3h	 sotto	 atmosfera	 di	 Argon,	 monitorando	
l’avanzamento	 della	 reazione	 via	 TLC.	 A	 fine	 reazione	 si	 esegue	 l’analisi	 1H‐NMR	 del	
grezzo	di	reazione	e	la	purificazione	del	prodotto	via	colonna	cromatografica;	le	rese	finali	
vanno	dal	50	all’80%.		





















Il	 tioidrossimato	 5	 viene	 solfatato	 sull’ossigeno	 dell’ossidrile	 della	 funzione	
tioidrossimata	 (O‐sulfation)	 per	 reazione	 con	 il	 complesso	 zolfo	 triossido	 piridina	


























tioidrossimati	 di	 partenza,	 in	 particolare	 per	5d	 derivante	 dalla	 benzaldeide	 e	 per	5e	
derivante	dalla	naftaldeide.		
Il	 protocollo	 seguito	 per	 la	 solfatazione	 è	 lo	 stesso	 utilizzato	 per	 i	 glucosinolati:	 il	
tioidrossimato	(1	eq)	è	stato	solubilizzato	in	acetonitrile	e	poi	fatto	reagire	con	PyrSO3	(5	
eq)	 per	 1h	 a	 50°C	 sotto	 atmosfera	 di	 Argon.	 Il	 tutto	 è	 poi	 stato	 posto	 in	 un	 bagno	 di	
ghiaccio,	si	è	aggiunta	una	soluzione	acquosa	di	KHCO3	(5	eq)	e	infine	la	miscela	è	stata	
lasciata	in	agitazione	a	temperatura	ambiente	per	30/40	minuti.	




8	 e	 9	 ppm.	 Si	 è	 pensato	 che	 si	 riferissero	 al	 complesso	di	 zolfo	 triossido	piridina	non	
reagito	o	allo	ione	piridinio	rimasto	legato	alla	funzione	solfatata	a	causa	del	non	avvenuto	
scambio	 con	 il	 catione	 potassio	 o	 alla	 piridina	 formatasi	 dallo	 scambio	 del	 catione	
potassio.		
Dopo	 questa	 prima	 analisi	 è	 stata	 fatta	 anche	 una	 TLC	 dove	 sono	 state	 osservate	 tre	
macchie.	Il	grezzo	è	stato	poi	purificato	via	colonna	cromatografica.		
Sui	tre	composti	eluiti	dalla	colonna	si	è	eseguita	l’analisi	1H‐NMR.	Lo	spettro	del	prodotto	
solfatato,	 il	 secondo	ad	essere	eluito,	non	presenta	alcun	 segnale	 tra	gli	8	e	 i	9	ppm	e	
nemmeno	quello	relativo	al	protone	ossidrilico	della	funzione	tioidrossimata	a	prova	del	
fatto	che	la	solfatazione	è	avvenuta,	come	confermato	anche	dalla	spettrometria	di	massa.	













Partendo	 dal	 tioidrossimato	 5d	 derivante	 benzaldeide,	 è	 stato	 cambiato	 il	 tempo	 di	
reazione	da	1h	a	18h	(Tabella	2,	prova	2).	Dalla	TLC	è	risultata	una	quarta	macchia	oltre	
alle	 tre	 già	 viste	 nei	 tre	 casi	 precedenti.	 Il	 confronto	 con	 la	 TLC	 della	 tioidrossima	 di	
partenza	ha	portato	alla	conclusione	che	questa	sia	di	reagente	non	reagito.	Tutte	queste	














1	 5	 5	 1h	 30	min	 10	
2	 5	 5	 18h	 30	min	 34	
3	 10	 20	 18h	 30	min	 42	
4	 10	 20b	 8h	 18h	 11	








Nonostante	 questo	 risultato,	 si	 è	 provato	 a	 spingere	 ancora	 di	 più	 la	 reazione	 di	
























1	 5	 5.5	 1h	 30	min	 40	
2	 10	 20	 18h	 30	min	 60	
3	 5	 5b	 3h	30	min	 18h	 54	










































due	 molecole	 più	 piccole.	 Di	 queste	 due,	 quella	 avente	 la	 funzione	 tioidrossimata	 O‐








utilizzata	 è	 stata	 il	 tert‐butilato	 di	 potassio,	 abbastanza	 forte	 da	 poter	 deprotonare	 il	
protone	in	α.	
La	 base	 (1	 eq)	 è	 stata	 aggiunta	 al	 tioidrossimato	 O‐solfatato	 sciolto	 in	 THF	 anidro,	





















La	 prima	 volta	 la	 miscela	 di	 reazione	 è	 stata	 lasciata	 in	 agitazione	 per	 3h	 circa,	
monitorando	l’avanzamento	della	reazione	via	TLC.	Nella	prima	TLC,	insieme	al	prodotto	






































Come	 nella	 sintesi	 degli	 isotiocianati,	 anche	 qui	 la	 base	 utilizzata	 è	 il	 tert‐butilato	 di	








































Durante	 la	 separazione,	 tutte	 le	 impurezze	 sono	 state	 eluite	 per	 prime	mentre	 il	 sale	
dell’acido	è	stato	eluito	per	ultimo.	
La	reazione	è	stata	inizialmente	testata	sui	derivati	5b	e	5c	(Schema	15).	L’analisi	1H‐NMR	























La	 soluzione	 di	 HCl	 utilizzata	 forse	 era	 troppo	 concentrata	 e	 può	 aver	 causato	 la	















Il	 fulcro	 del	 lavoro	 è	 stata	 la	 sintesi	 di	 cinque	diversi	 tioidrossimati.	Questi	 sono	 stati	






I	 tioidrossimati	 sono	 stati	 poi	 utilizzati	 come	 punto	 di	 partenza	 per	 ottenere	 gli	










 La	 sintesi	 dei	 tioidrossimati	 è	 stata	 eseguita	 inizialmente	 utilizzando	 la	 N‐
clorosuccinimide.	Le	rese	ottenute	sono	state	buone,	ma	l’alto	numero	di	passaggi,	
l’eccessiva	quantità	di	metil	N‐acetil	 cisteinato	 richiesta	e,	 soprattutto,	 tempi	di	
reazione	 troppo	 lunghi	hanno	portato	a	 cercare	una	via	di	 sintesi	migliore.	Si	è	







i	 glucosinolati,	 ma	 le	 rese	 sono	 risultate	 troppo	 basse.	 Si	 è	 deciso	 quindi	 di	
apportare	modifiche	al	processo	al	fine	di	arrivare	ad	un	miglioramento	nelle	rese.	
Qualche	 miglioramento	 è	 stato	 raggiunto,	 anche	 se	 il	 processo	 è	 ancora	 da	
ottimizzare.	
	
































































16.65	 mmol,	 22ml)	 nella	 miscela	 di	 reazione	 e	 si	 lascia	 in	 agitazione	 per	 3	 ore	 a	
temperatura	ambiente.	Si	allontana	quindi	il	MeOH	al	rotavapor	e	si	estrae	la	fase	acquosa	
con	EtOAc	(3	×	34	ml).	Si	raccoglie	tutta	la	fase	organica	che	viene	lavata	con	una	soluzione	
acquosa	 satura	 di	 NaCl	 (2	 ×	 34	 ml),	 anidrificata	 con	 MgSO4	 e	 infine	 concentrata	 al	



















































































12.80	 mmol,	 18	 ml)	 nella	 miscela	 di	 reazione	 e	 poi	 lascia	 in	 agitazione	 per	 3	 ore	 a	
temperatura	ambiente.	Si	allontana	quindi	il	MeOH	al	rotavapor	e	si	estrae	la	fase	acquosa	
con	EtOAc	(3	×	26	ml).	Si	raccoglie	tutta	la	fase	organica	che	viene	lavata	con	una	soluzione	





















1.61	ml).	Questa	è	poi	 lasciata	 in	agitazione	per	 tre	ore	a	 temperature	ambiente	 sotto	





























































































































































































































Il	 metil	 (Z)‐N‐acetil‐S‐(1‐(idrossimmino)eptil)cisteinato	 5a	 (1	 eq,	 0.11	 g,	 0.36	 mmol)	
























Il	 metil	 (Z)‐N‐acetil‐S‐(1‐(idrossimmino)‐2‐feniletil)cisteinato	 5b	 (1	 eq,	 0.10	 g,	 0.32	
mmol)	viene	disciolto	in	CH3CN	(3.2	ml)	sotto	atmosfera	di	Argon	e	poi	fatto	reagire	con	
un	eccesso	di	PyrSO3	(5	eq,	0.25	g,	1.60	mmol)	mantenendo	il	tutto	in	agitazione	a	50°C.	






















Il	metil	 (Z)‐N‐acetil‐S‐(1‐(idrossimmino)‐3‐fenilpropil)cisteinato	5c	 (1	 eq,	 0.11	 g,	 0.34	
mmol)	viene	disciolto	in	CH3CN	(3.1	ml)	sotto	atmosfera	di	Argon	e	poi	fatto	reagire	con	
un	eccesso	di	PyrSO3	(5	eq,	0.27	g,	1.70	mmol)	mantenendo	il	tutto	in	agitazione	a	50°C.	























viene	 disciolto	 in	 CH3CN	 (3.5	ml)	 sotto	 atmosfera	 di	 Argon	 e	 poi	 fatto	 reagire	 con	 un	
eccesso	di	PyrSO3	(5	eq,	0.29	g,	1.85	mmol)	mantenendo	il	tutto	in	agitazione	a	50°C.	Dopo	
18h	la	miscela	di	reazione	è	stata	raffreddata	a	0°C	in	un	bagno	di	ghiaccio	e	nel	mentre	si	





































Il	 segnale	 del	 protone	 ammidico	 non	 è	 riportato	 perchè	 non	 chiaramente	 visibile	 in	
quanto	nascosto	dai	protoni	aromatici.	
	
























derivante	 dall’etantiolo.	 Si	 è	 arrivati	 a	 concludere	 che	 quanto	 ottenuto	 non	 fosse	 il	
prodotto	della	addizione	nucleofila,	ma	l’isotiocianato.	



































miscela	 di	 reazione	 è	 lasciata	 in	 agitazione	 per	 18h	 a	 temperatura	 ambiente	 e	 sotto	
atmosfera	di	Argon.	Si	è	poi	allontanato	il	solvente	al	rotavapor	e	il	grezzo	di	reazione	è	
stato	 purificato	 mediante	 colonna	 cromatografica	 a	 fase	 inversa	 C‐18	 (eluente	
metanolo/acqua)	ottenendo	il	sale	del	tioidrossimato	come	solido	giallo	con	una	resa	del	
54%	(0.37	g).	
	
	
	
1H	NMR	(400	MHz,	Deuterium	Oxide)	δ	(ppm):	7.35	(m,	5H,	HAr),	3.01	(t,	J	=	7.6	Hz,	2H,	
H2),	2.73	(t,	J	=	7.6	Hz,	2H,	H3).	
	
13C	NMR	(101	MHz,	Deuterium	Oxide)	δ	171.17	(C‐1),	141.73	(CqAr),	128.65	(CAr),	128.54	
(CAr),	126.12	(CAr),	41.77	(C‐3),	33.76	(C‐2).	
	
HMRS	(ESI⁺):	m/z	calculated	for	C9H12NOS	([M+H]⁺)	=	182.063047,	found:	182.063411	
	
HRMS	(ESI¯):	m/z	calculated	for	C9H10NO4S	([M]¯)	=	228,033675,	found:	228,033602	
